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RESUME
La Rétinopathie diabétique (RD) est une complicaiwave conduisant a la perte progressive de letifomn
visuelle et a la cécité. Il a été suggéré quetiagédeuronale est altérée pendant les premietles@du diabéte.
Le rongeurPsammomys obesus (P.ob), un modeéle expérimental de diabéte type-2, d@pelades altérations
cellulaires de la rétine caractéristiques de la RBus avons étabin vitro un modéle de cellules rétiniennes de
P.ob en conditions hyperglycémique afin de tester &effle biomolécules antioxydantes d’origines marines
telles que la fucoxanthine et I'astaxanthine.
Les cellules rétiniennes deob ont été incubées a une concentration normale gt (5 mM), ainsi que des
conditions d'hyperglycémie 25 et 40 mM pendantisgoLe métabolisme ainsi que la viabilité desuted ont
été évalués par le test MTT, bleu de trypan, et DAP
Les valeurs MTT ont diminué de facon significataweec les concentrations croissantes de glucosen25p
<0,01); 40 mM (p <0,01). La survie cellulaire a significativement inhibées par 25 mM de glucos&Q@D5) et
40mm (p <0,05) par rapport aux cellules témoinsiées dans 5 mM de glucose.
Ces résultats suggeérent que les cellules rétingended®.ob peuvent représenter un systéme fiable de culture
cellulaire pouvant étre exploité dans la compréimenst le traitement de la maladie.

ABSTRACT
Diabetic retinopathy (DR) is the most common rdtitiaease leading to the progressive loss of vifwaition
and blindness. It have been suggested that the@mauretina is altered during the early stagesiabetes. The
sand ratPsammomys obesus (P.ob), a spontaneous model of type-2 diabetes, extekiital degeneration under
hyperglycemic conditions. We investigatadvitro the alterations oP.ob retinal cells under hyperglycemic
condition as a tool to study the protective effefcantioxidant marine molecules.
P.ob retinal cells were incubated at a normal concépiraof glucose (5 mM) as well as hyperglycemic
conditions 25 and 40 mM for 5 days. Mitochondriag¢tabolism and cell viability were assessed by therm
test, trypan blue assay, and DAPI staining.
MTT values decreased significantly with the inciegsconcentration of glucose (25 mM (p<0.01); 40mM
(p<0.01). Trypan blue exclusion dye revealed thatibation in the presence of 25 and 40mM of glucless
than 50% of the retinal cells survived comparectdotrol and that the percentages of positive DARren
significantly inhibited by high glucose 25mM (p<8)tand 40mM (p<0.05) compared to that in cellsureld in
5mM of glucose.
These results suggeRob retinal neurons may represent a novel cell cultooelel system that can be used gain
understanding and treatment of the disease

INTRODUCTION dégénérescence rétinienne, de nombreuses recherches
ont utilisé des modéles animaux pour étudier tess |
La rétinopathie diabétique (RD) est une complicatio aspects de la RD au niveau vasculaire et neuronale
du diabéte, résultant de l'atteinte des vaisseaubad (Robinsonet al., 2012). Le Psammomys obesus (P
rétine. Des études expérimentales et cliniques ongb), un rongeur semi-désertique diurne, est largement
suggéré que les changements vasculaires sor@ixploité dans les études du diabéte (Shadrial.,
accompagnés par la neurodégénérescence et de 2806; Zivet al., 2009) et de la RD (Saidi (Saietial.,
perte de la fonction visuelle , qui apparaissent pe 2011). On s’est intéressé dans cette étude a nesttre
aprés l'apparition du diabéte (Antonetdtial., 2006).  €évidence l'effet cytotoxique, induit par de fortes
Certaines recherches ont suggéré que, dans I& rétirconcentrations en glucose, sur les cellules rétirge
diabétique, les cellules neurales pourraient iniee  primaires deP ob.
Iésion vasculaire caractéristique de RD (Eual.,
2013). Pour mieux comprendre la cause de la
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MATERIELS ET METHODES pendant 4h, le surnageant est éliminé puis remplacé
par 180 uL de DMSO pour solubiliser les cristaux de
Animaux formazan. La mesure de I'absorbance est réalisée a

Psammomys obesus est capturé dans la région d&70 nm. Le taux de conversion a été calculé comme
Gafsa puis tranféré a lanimalerie et mis ensuit: (MTT réduction)% = (DO de I'‘échantillon téi
acclimatation pour une période de 15 jours dans desDO de I'échantillon non traité) x 100.
conditions standards de température 25°G°€ et  Test d’exclusion par bleu de trypan
d'humidité relative 70% 45%. L'exploration de la Le test de viabilité cellulaire a été évalué par le
physiopathologie rétinienne chez R ob suit les  colorant bleu trypan (BT). La solution de BT 0,4%
regles d'éthiques décrites par l'association paur | (Gibco) a été mélangée avec la suspension cedulair
recherche en vision et en ophtalmologie (ARVO) puis chargée dans une cellule de Malassez. les
pour l'utilisation des animaux en recherches sur lacellules sont quantifi€es avec un microscope iévers
vision « Statement on Use of Animals for Reseanch i Leica . Le pourcentage de viabilité a été calculé
Vision and Ophthalmology ». comme suit: cellules viables (%) = (cellules non

colorées) / (nombre total de cellules) x 100).
Mise en culture primaire de la rétine deP ob.
Immédiatement apres le sacrifice deob. adultes,  Immunohistochimie :
les yeux sont énuclés , rincés a l'alcool et plat@s  Aprés 120h d’exposition a 25 et 40 mM de glucose,
du PBS (Phosphate-buffered saline) 1X. Les globede milieu de culture est éliminé et les cellulesitso
oculaires sont disséqués sous loupe binoculaire. Léavées avec du PBS (1X) puis fixées par une salutio
lentille et la cornée sont écartées. La rétinealewest de paraformaldehyde (PFA) a 4% pendant 15 min a
délicatement séparée de [I'épitheluim pigmentaireTA. Les cellules ont été perméabilisées dans 0,2% d
rétinien (EPR), transférée dans du DMEM Low Triton X-100 (Sigma) dans du PBS pendant 5 min
glucose (Biowest) puis sectionnée. Le tissue @ini puis incubées dans une solution de blocage (0,1% de
est transféré dans un tube stérile contenant unériton X-100, 3% d'albumine de sérum bovin, 0,1%
solution de digestion (0.05%). Un volume égal dede Tween 20 dans du PBS) pendant 30 min. Les
DMEM est ajouté pour stopper la réaction. Aprés unenoyaux cellulaires ont été marqués avec DARS-4
dispersion mécanique, les cellules sont centrifugés Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (1 ug /
1000g pendant 5mn puis resuspendu dans du milieml; Invitrogen) dans du PBS. Les lames sont
de culture. Apres élimination du surnagent, lavisualisées en utilisant un objectif 10X du micrase
suspension cellulaire est transférée dans un tubé fluorescence Leica DM400B. Les cellules positives
Falcon contenant du DMEM supplémenté avec 10%ont été comptées manuellement.
d’albumine de sérum de bceuf et 0.1% de L-glutamine
(Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA), 50 U/ml Analyse statistique
pénicilline, et 50ug/ml streptomycine (Pen Strep, Les données sont exprimées par la moyenne + écart-
Gibco). Les cellules sont incubées dans des plaquetype. L'analyse statistique a été de réalisée en
de 12 prétraittes avec de la poly-L-lysine a uneutilisant le test t de Student avec les valeurdRk
densité de 1x1%0ml & 37°C, humidité & 95% et G@ et P <0,05 considérées comme significatives.
5%.

RESULTATS
Traitement des cellules rétiniennes dé ob
Afin de mimer les stades de la RD, 20 et 35mM de D-Effet des concentrations cytotoxiques de glucose
glucose sont ajoutés au milieu de culture DMEM low sur I'activité des déshydrogénases mitochondriales
glucose apres 24h de I'ensemencement des celluleges cellules rétiniennes de ob
(pour atteindre 25 et 40mM de glucose) pendant 9 'exposition des cellules rétiniennes a des
jours. Les cellulaires rétiniennes cultivées damd/5  concentrations élevées de glucose a provoqué une
de glucose servent de culture témoin. diminution  significative  de  l'activit¢  des
Test MTT déshydrogénases mitochondriales (25 mM (P <0,01) ;
Le MTT (bromure de 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]- 40 mM (P <0,01)). Sous 25 mM et 40 mM de
2,5- diphenyltetrazolium) est un substrat chromegén glucose, les valeurs de MTT ont chuté a 41.181 +
réduit par les déshydrogénases mitochondriales de2.43%. 17,58 + 2,19 respectivement (Fig. 1).
cellules vivantes. Chaque puits est supplémenté par
20ul d MTT a 5 mg/mL. Aprés une incubation
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FIG. 1 : Effet de concentrations cytotoxique decgke sur le métabolisme des cellules rétiniennes. L
métabolisme cellulaire a été mesuré par le test M'ES valeurs de conversion de 'MTT sont en poniage
des cultures contréles et la moyenne + SD d'au srioiwvaleurs, ** P<0,01 ; * P <0,05 par rapport @umadin.

Viabilité des cellules rétiniennes dans des dont le noyau est marqué avec DAPI a diminué de
conditions expérimentales normales et maniere significative (P < 0.05) par rapport aux
ischémiques témoins (Fig. 2. A’). Le nombre de cellules vivante

Le test d’exclusion bleu trypan a révélé qu'au tamit  (DAPI+) dans le milieu hyperglycémique 25 et 40
5 jours d'incubation en présence de 25 mM demM traité au antioxydants fucoxanthine et
glucose, la mort cellulaire est estimée a plus@®5 astaxanthine est plus élevé par rapport a celui des
par rapport aux cultures témoins et qu’en préseiece cellules cultivées dans le milieu cytotoxique (23@

40 mM, la viabilité cellulaire a chuté a 35,85 32%  mM) (Fig. 2. B).

(% de contrdle) (Fig. 2. A). Le nombre de cellules
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Fig. 2 : Analyse de la viabilité cellulaire deslakds rétiniennes mise en culture a des conceotrati
ischémiques de glucose. Quantification des cellikdsles par A : le bleu de trypan ; A’ : marquage DAPI ;
B : maquage par DAPI aprés traitement par fucoxaetét astaxanthine .Les valeurs sont en pourcentag
rapport aux contrdles et la moyenne + SD d'au mbivaleurs, ** P <0,01 ; * P <0,05 par rapport @moin.
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DISCUSSION développe in vivo la RD similaire a celle observée
chez I'homme (Saidet al., 2011). Il a été suggéré

D’aprés I'Organisation Mondiale de la Santé, la que des concentrations élevées de glucose gértéraien

rétinopathie diabétique est une des principalesesau des dommages oxydatif vitro (Wolff et al., 1987).

de déficience visuelle parmi les personnes en &ge dNoOs résultats ont révélés laltération du métalnadis

travailler. P ob, un modéle animal de diabéte type 2, cellulaire rétinien a des concentrations cytotogi|u
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de glucose. D'autres études ont démontré la retinopathy: seeing beyond glucose-induced
diminution significative de [lactivit¢ de Ila microvascular disease.DIABETES, 55(9):
déshydrogénase  mitochondriale des  cellules 2401-2411.

neuronales rétiniennes (Ligt al., 2013) cultivées a BARBER A. J., ANTONETTI D. A., KERN T. S.,
des fortes concentrations de glucosne baisse REITER C. E., SOANS R. S., KRADY J. K.
significative de la viabilité des cellules a ét&etvée et al. (2005). The Ins2Akita mouse as a model
lors de I'exposition a 25 mM et 40 mM de D-glucose of early retinal complications in diabetes.

pendant 5 jours comme démontrée par des études Invest Ophthalmol Vis i, 46(6): 2210-2218.
précédentes montrant que 35 mM de glucose réduit IBARBER A. J., GARDNER T. W. and ABCOUWER

viabilité de neurones rétiniens de rat Wistar agi&s S. F. (2011). The significance of vascular and
(Liu et al., 2013) L’Apoptose, a été liée directement a neural apoptosis to the pathology of diabetic
la perte de cellules neuronales et vasculaires@n R retinopathy.lnvest Ophthalmol Vis i, 52(2):
(Barberet al., 2011). La mise en culture de la rétine 1156-1163.

chez le rat & 30 mM de glucose pendant 7 joursiindu DU Y., VEENSTRA A., PALCZEWSKI K. and
des caractéristigues de l'apoptose telles que KERN T. S. (2013). Photoreceptor cells are
'augmentation du nombre des cellules positives a major  contributors to  diabetes-induced
TUNEL, marqueur de la fragmentation de I'ADN, oxidative stress and local inflammation in the
médié par la libération de facteurs induisant retina. Proc Natl Acad Sci U S A, 110(41):
'apoptose mitochondriale (AIF) (Santiaga al., 16586-16591.

2007). Selon ces résultats, les concentrationgétev FEENSTRA D. J.,, YEGO E. C. and MOHR S.
de glucose perturbent la viabilité de différentes (2013). Modes of Retinal Cell Death in
populations cellulaires rétiniennes en provoquant Diabetic RetinopathyJ Clin Exp Ophthalmol,
dysfonctionnement caractéristique de la voie 4(5): 298.

apoptotique, conduisant a la progression de DRLIU Y., XU X., TANG R., CHEN G., LEI X., GAO
(Feenstraet al., 2013). Les résultats suggérent L., et al. (2013). Viability of primary cultured
également la nécessité d’orienter de futurs études retinal neurons in a hyperglycemic condition.
la détection du stress oxydatif induit par des Neural Regen Res, 8(5): 410-419.

concentrations ischémiques de glucose a l'aide d'uMARTIN P. M., ROON P., VAN ELLS T. K.,
nouveau modéle de culture primaire de la rétine tel GANAPATHY V. and SMITH S. B. (2004).

queP ob. Death of retinal neurons in streptozotocin-
induced diabetic micelnvest Ophthalmol Vis

CONCLUSION i, 45(9): 3330-3336.
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